Experimental verification of acquisition of hemoprotein  high-order functions by reverse molecular evolution by 今井 清博
逆分子進化法によるヘム蛋白質高次機能獲得の実験
的検証
著者 今井 清博
ページ 1-6
発行年 2010-05
URL http://hdl.handle.net/10114/7244
 
様式 C-19 
科学研究費補助金研究成果報告書 
 
平成 22 年 5 月 25 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
現在知られている多数のミオグロビン蛋白質の配列データに基づき、現存しない２種の古代生
物すなわち哺乳類祖先型と魚類祖先型のミオグロビンのアミノ酸配列を予測し（逆分子進化）、
それらを大腸菌内で合成した。これらの祖先型ミオグロビンは、現存する近縁種すなわちキタア
メリカオポッサムとゼブラフィッシュのミオグロビンに比べて、酸素結合力が強く、構造が安定
で、自動酸化速度は遅いことが分かった。したがって、ミオグロビンは、哺乳類と魚類において
は、構造安定性や自動酸化性を犠牲にし、酸素結合機能の環境適応を優先して進化したと考えら
れる。 
研究成果の概要（英文）： 
     On the basis of the sequence database for proteins now available, we constructed 
phylogenetic trees for myoglobin and inferred the amino acid sequences for two 
ancestor animal’s myoglobins, one for mammalian and the other for fishes (reverse 
evolution). These ancestral myoglobins, synthesized in E. coli, showed high oxygen 
affinity, stable structure and lowered autooxidation rate compared to the 
corresponding extant neighbor animals, North American opossum and Zebra fish. 
Thus, it is considered that, in mammals and fishes, myoglobin has evolved so that 
oxygen binding function is adapted to environments at the sacrifice of structural 
stability and autooxidation.  
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１．研究開始当初の背景 
地球上に酸素が蓄積するに伴って、好気的
生物は積極的に酸素を使って呼吸によりエ
ネルギーを獲得するようになった。その際に、
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生体内で酸素を運搬・貯蔵する分子が必要と
なった。幅広い生物種においては、ヘモグロ
ビン（Hb）・ミオグロビン（Mb）がその役割
を担うケースが数多く見られる。これらのヘ
ム蛋白質は、原始グロビンからミオグロビン
(単量体)、ヘモグロビン(四量体)へと分子進
化を遂げて、より高度な機能(アロステリッ
ク相互作用)を獲得したと考えられている。
しかし、これまでのミオグロビン、ヘモグロ
ビンに関する数多くの研究結果からですら
ヘモグロビンの有するアロステリック相互
作用獲得機構の解明には至っていない。 
申請者はこれまでに、進化分類学的に脊椎
動物の中でもっとも原始的な円口類のヤツ
メウナギのヘモグロビン・ミオグロビンの分
子会合状態や酸素結合機能特性、ヘム・リガ
ンド状態の解析を行ってきた。円口類のヘモ
グロビンは酸素化に伴ってホモ二量体（また
は四量体）から酸素親和性の高い単量体へと
解離する特徴があり、分子進化上、単量体ヘ
モグロビンと四量体ヘモグロビンをつなぐ
存在であると考えられる。これまでの研究に
より、円口類ではヘモグロビンとミオグロビ
ンの間に明確な区別がなく、同一蛋白質によ
ってそれぞれの機能が担われていることが
示唆され、ミオグロビンからのヘモグロビン
分子進化の途中を示していることが示唆さ
れた。 
 
２．研究の目的 
 分子進化に基づいて、現存しない古代生物
のグロビン(祖先型グロビン)のアミノ酸配
列を予測し、実際に合成して構造・機能解析
を行う。すなわち、祖先型グロビンを合成し、
それらの会合状態、機能特性、ヘム・リガン
ド状態の解析結果を現存生物に照らし合わ
せて原始グロビンからの機能分化やアロス
テリック相互作用の獲得に至ったメカニズ
ムに迫って行くことによって、自然が莫大な
年月をかけて行った分子設計を実験室の中
で再現することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)祖先型ミオグロビンの分子設計：現存生
物のグロビンのアミノ酸配列データベース
を利用して分子系統樹を作成する。すなわち、
自作のデータベースから羊膜類（爬虫類、鳥
類、哺乳類）、脊椎動物（魚類、爬虫類、鳥
類、哺乳類）及び、153残基の鎖長となるす
べてのアミノ酸配列データをそれぞれ抽出
し、ClustalWでアラインメント後、MEGA3
またはTreeViewXを使って分子系統樹を作成
する。この系統樹を基に、プログラム PAML
を使って祖先型ミオグロビンのアミノ酸配
列を推測する。 
(2) 祖先型ミオグロビンの合成：祖先型ミオ
グロビンの合成には、大腸菌の蛋白質発現系
を用いる。祖先型ミオグロビンをコードする
人工遺伝子は、大腸菌のオプティマルコドン
を使ってオリゴ DNA を基に PCR 法により全合
成し、発現ベクターに挿入する。このプラス
ミドを組込んだ大腸菌を培養し、祖先型ミオ
グロビンを大量合成する。 
(3) 祖先型ミオグロビンの精製および物性
解析：合成した祖先型ミオグロビンを、各種
クロマトグラフィー技術を駆使して単離・精
製し、得られた単離祖先型ミオグロビンの紫
外可視吸収スペクトル、円偏光二色性スペク
トルの測定や熱変性実験などを行う。 
(4) 酸素結合機能特性の解析：手製の自動解
析装置を用いて、祖先型ミオグロビンの酸素
平衡曲線を種々の pH・温度条件下及び種々の
蛋白質濃度で測定し、解析する。 
(5) 祖先型ヘモグロビンの分子設計：祖先型
ミオグロビンからの発展として、祖先型ヘモ
グロビンのアミノ酸配列を設計する。現存生
物のグロビンのアミノ酸配列データベース
を利用してα鎖、β鎖それぞれの分子系統樹を
作成する。次に、α鎖、β鎖それぞれの系統樹
においてほぼ同じ場所に位置する祖先型ヘ
モグロビン配列について現存生物との相同
性を調べ、どの生物からも適度に相同性が低
いもの中から実際に合成するアミノ酸配列
の候補を絞り込む。 
 
４．研究成果 
(1)祖先型ミオグロビンの設計：現存生物すな
わち、羊膜類（爬虫類、鳥類、哺乳類）、脊椎
動物（魚類、爬虫類、鳥類、哺乳類）および
、153残基の鎖長となるすべてのグロビンの既
知のアミノ酸配列データから分子系統樹を作
成し、それを基にして、2つの祖先型ミオグロ
ビン（哺乳類祖先型”n80”および魚類祖先型
”n182”）のアミノ酸配列を推測した。 
(2)祖先型ミオグロビンの合成：これらの２つ
の祖先型ミオグロビンをコードする人工遺伝
子DNAを合成して、大腸菌内で発現させ、得ら
れた祖先型ミオグロビンを抽出し、ゲルろ過
やイオン交換クロマトグラフィーなどの方法
で精製した。 
(3)祖先型ミオグロビンの特性：2つの祖先型
ミオグロビンの分子量は単量体に相当し、CD
（円偏光二色性）測定から求めたαへリック
ス含量や紫外・可視吸収スペクトルから、現
存ミオグロビンと同等の立体構造をもつこと
が分かった。 
(4)祖先型ミオグロビンの酸素結合能：これら
2つの祖先型ミオグロビンの酸素解離曲線解
析より、これらはBohr効果や協同作用を示さ
ず、現存種のミオグロビンに比べて、酸素親
和性が高く、それの温度依存性も小さい（酸
素化反応熱の絶対値が小さい）ことが明らか
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にされた。 
(5)現存近縁種ミオグロビンの合成と特性：上
記の２つの祖先型Mb（哺乳類祖先型n80-Mbと
魚類祖先型n182-Mb）の現存近縁種としてのキ
タアメリカオポッサムMb（Nao-Mb）とゼブラ
フィッシュMb（Zbf-Mb）(図1)のCDスペクトル
、熱変性、酸素結合特性、自動酸化速度、天
然型のプロトヘムを人工のメソヘムまたはデ
ューテロヘムで置換したMbの酸素親和性など
を測定し、祖先型Mbのそれらと比較すること
によって、以下の結果を得た。 
 
 
図1．祖先型および現存近縁種のミオグロビン 
 
 
①熱変性をCDスペクトル変化で追跡したとこ
ろ、現存種Mbに比べて祖先型Mbの方が安定で
ある。 
②近縁現存種のMbはBohr効果を示さず、酸素
親和性は祖先型Mbより低く、体温環境の違い
と酸素親和性の温度依存性との間には相関が
ない（図2～図4、表1）。 
 
 
図2．哺乳類祖先型Mbの酸素結合Hill plot 
 
 
図3．魚類祖先型Mbの酸素結合Hill plot 
 
 
図4．マッコウクジラMbの酸素結合Hill 
plot 
 
表1．祖先型、現存近縁種のMbの酸素化反
応熱および酸素親和性P50の比較 
動物種 ⊿H[kcal/mol] P 50[mmHg]
sperm whale -14.9 0.5
human -13.1 0.6
Nao -12.1 1.5
n80 -11.9 0.9
tuna -13.2 0.6
Zbf -14.1 1.9
n182 -10.3 1.2  
 
 
③自動酸化速度は、現存種Mbに比べて祖先型
Mbの方が遅いが、それの温度依存性には有意
な差はみられない（図5、表2）。 
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図5．祖先型、現存近縁種のMbの自動酸化
速度kのアレニウスプロット 
 
表2．祖先型、現存近縁種のMbの自動酸化
速度kおよび酸素親和性P50の比較 
 
 
④側鎖の電子吸引性の異なる人工ヘム置換の
実験から、Mbの酸素親和性は、魚類では電子
吸引性によって支配されるが、哺乳類では必
ずしもそうではなく、ヘム周囲のアミノ酸残
基との相互作用も影響することが分かった。 
⑤哺乳類と魚類においては、蛋白安定性や自
動酸化性を犠牲にし、酸素結合機能の環境適
応を優先して進化したと考えられる。 
(6)蛋白発現技術の信頼性：今回の大腸菌を用
いた蛋白発現・精製の過程での人工的な影響
を受けないで、本来の特性を示すかどうかを
検証する目的で、野生型組換えマッコウクジ
ラMbを合成し、天然のMbと比較したところ、
両者は酸素親和性、吸収スペクトル、SDS-PAGE
に関して同一の特性を示した。従って、今回
の蛋白合成技術は人工的な影響を与えないこ
とが証明された（図6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6．野生型組換え型と天然型のマッコウク
ジラ・ミオグロビンの酸素結合 Hill plot 
 
(7)祖先型ヘモグロビンの設計：祖先型ミオ
グロビンからの発展として、脊椎動物の祖先
型ヘモグロビンのアミノ酸配列を設計する
ために、アミノ酸配列データベースから約
1,500 個のグロビン配列のデータを収集し、
①TREE-PUZZLE プログラム使用、WAG モデル
による距離行列の作成とガンマ補正値の計
算、②近隣結合法（Phylip プログラム）、最
尤法（PhyML プログラム）を用いた脊椎動
物の進化系統樹の作成を行った。さらに
進化的に重要な位置をしめる①ヤツメ
ウナギ、②ヌタウナギ－ヤツメウナギ、
③回帰性魚類（サケ類－ウナギ類）の祖
先型 Hb のα鎖、β鎖のアミノ酸配列推定と遺
伝子設計を行い、蛋白発現の準備を完了した。 
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